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摘要 ”随机 扩 增 的 多 态 性 DNA(RAPD) 技术 ， 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 项 DNA 分 子 水 平 上 
的 大 分 子 多 态 检测 手段 。 由 于 它 具 有 简 提 \、 灵 敏 、 对 材料 要 求 不 高 、 取 材 少 、 成 本 低 等 优 上 后 ， 
备 受 人 们 青睐 ， 在 遗传 学 、 分 子 进化 ,生物 分 类 等 领域 被 广泛 地 运用 。 在 昆虫 分 类 的 过 程 中 ， 
由 于 昆虫 的 种 类 繁多 ， 形态 、 生 态 差异 很 大 ， 许多 在 其 它 领 域 被 广泛 运用 的 分 于 生物 学 技术 
不 能 在 昆虫 分 类 中 充分 发 挥 作用 。 同 时 在 昆虫 分 类 中 出 现 的 一 些 问题 却 又 需要 用 涉及 遗传 本 
质 的 分 子 生 物 学 技术 进行 探讨 和 研究 。 本 文 就 RAPD 技术 的 特点 及 其 在 解决 昆虫 分 类 中 的 
问题 时 的 优势 作 一 简介 。 


关键 词 ”随机 扩 增 的 多 态 性 DNA, PRH% 


分 子 生物 学 技术 和 生化 技术 的 不 断 发 展 和 完善 ,为 分 类 学 、 系 统 学 研究 提供 了 许多 新 
的 方法 。 同 工 栈 电泳、 蛋白 质 序列 分 析 、 核 酸 序 列 分 析 、 核 型 分 析 、DNA RZ, DNA 限 
HHA DBA. DNA 指纹 等 技术 已 经 在 分 类 研究 和 系统 演化 研究 中 被 广泛 应 A. fl 
时 一 系列 的 统计 分 析 方 法 也 在 不 断 完善 。 

昆虫 占 动物 界 中 的 绝 大 多 数 ， 在 昆虫 分 类 和 系统 演化 研究 中 也 大 量 使 用 分 子 生物 学 
技术 和 生化 技术 , 使 用 得 较 多 的 当 推 同 工 酶 电泳 技术 、 核 型 分 析 技 术 和 DNA 杂交 技术 。 
但 由 于 昆虫 和 其 它 动 物 的 差异 ,使 有 些 技 术 不 能 被 广泛 使 用 ,优点 难以 施展 ， 对 昆虫 分 类 
和 系统 分 类 不 能 发 挥 很 大 的 作用 。 随机 扩 增 的 多 态 性 DNA 技术 (random amplified 
polymorphic DNA, RAPD) 因为 简捷 、 灵 敏 . 对 材料 要 求 不 高 等 特性 ,很 适 于 昆虫 分 类 和 
系统 演 化 研究 的 特点 ,已 经 开始 在 昆虫 分 类 中 得 到 运用 。 可 以 预料 , 随 着 技术 手段 和 统计 
分 析 方法 的 完善 ,这 项 技术 将 在 昆虫 分 类 和 系统 演化 的 研究 中 发 挥 巨大 的 作用 。 
1 RAPD 技术 的 特点 

RAPD 技术 是 1990 年 由 Williams] 和 Welsh™ 两 个 研究 小 组 同时 发 展 起 来 的 一 
项 DNA 分 子 水 平 上 的 大 分 子 多 态 检 测 技术 。 因 为 它 的 简便 ,快捷 等 特 上 ,使 它 迅 速 被 用 
于 基因 组 的 多 态 分 析 , 主要 用 于 物种 亲缘 关系 和 系统 分 类 的 研究 。 

RAPD 技术 的 基础 是 聚合 酶 链 式 反 应 (polymerase chain reaction, PCR), ‘AIA 
两 种 特定 序列 的 引物 和 碘 高 温 的 Teg DNA SRB IAS Ainley DNA y 
段 。 首 先 , 加 热 使 DNA WHR EH, AAS WR DNA 退火 ,这 时 两 个 特定 序列 的 引物 
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和 解 链 退火 引物 
延伸 


a PCR 的 一 次 大 循环 过 程 








第 一 次 循环 的 产物 
第 二 次 循环 的 产物 |. | 
REM | | | 1 T, | 
| 
= 5 | 47) | 扩 增 主要 产物 
> SAREA "R 扩 增 延伸 产物 
一 引物 延伸 方向 


模板 DNA 
b PCR 的 扩 增 效果 


Al PCR 过 程 示 意图 


分 别 和 两 条 单 链 -DNA 分 子 上 的 相应 序列 结合 ,然后 在 Tag DNA 多 聚 酶 的 催化 下 ， 分 
BS EF ECA 1:a)o 引 物 A 合 成 的 子 链 中 包含 与 引物 B 对 应 的 序列 , 引物 B 合成 的 
子 链 包 含 与 引物 A 对 应 的 序列 。 这 两 条 子 链 在 第 二 次 循环 时 又 作为 靶 链 ， 两 个 引物 分 别 
和 它们 结合 ， 又 各 合成 一 段子 链 。 这 段子 链 就 是 所 需 的 扩 增 产物 。 第 二 次 循环 产生 的 子 
链 又 是 下 一 次 循环 反应 的 模板 ,如 此 循环 ， 扩 增产 物 以 几何 级 数 增 加 (图 1:b)。 从 理论 上 
讲 , WR TBA oR, 那么 最 终 扩 增 产物 将 是 原来 的 (1 十 k)* 倍 , 其 中 为 扩 增 效率 。 由 
于 PCR 技术 可 以 使 DNA 片段 成 干 上 万 的 扩 增 ,所 以 ，PCR 技术 大 大 扩展 了 分 子 生物 
学 梳 术 的 使 用 范围 , 几 个 细胞 、 动 秆 物 标本 的 碎片 ,其 至 几 十 万 年 前 的 化 石 , 只 要 其 中 有 特 
定 的 DNA 片段 ,就 可 以 将 该 DNA 片段 扩 增 ,然后 用 其 它 分 子 生物 学 技术 检测 分 析 , 推 
新 它 和 其 它 生物 的 关系 。 

1990 Æ, Williams 等 "着眼 于 PCR 技术 的 优势 ， 并 在 此 基础 上 发 展 了 RAPD 技 
术 。 他 们 进行 这 一 工作 的 理论 依据 是 : 不 同 物种 的 基因 组 中 与 引物 相 匹 配 的 碱 基 序 列 的 
空间 位 置 和 数目 都 有 可 能 不 同 , 所 以 , 扩 增 产物 的 大 小 和 数量 也 有 可 能 不 同 ， 这 些 莽 异 可 
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VAS RBG ARH Ko 这 种 扩 增 产物 的 多 态 性 本 身 可 以 用 于 分 类 研究 和 系统 推测 ， 
也 可 以 和 其 它 分 子 生物 学 技术 (如 DNA 指纹 、DNA 杂交 等 ) 相 结合 。 基于 这 种 理论 ， 
Williams 将 通常 PCR 扩 增 中 使 用 的 两 个 特定 序列 的 引物 改 为 单一 的 由 10 个 碱 基 构 成 
的 随机 序列 引物 ,并 运用 大 量 不 同 序列 的 引物 进行 扩 增 , 使 DNA 多 态 性 充分 展现 。 

Williams 巧妙 的 思路 使 RAPD 技术 表现 出 独到 的 特点 和 优势 。 第 一 ，RAPD 技术 
可 以 在 对 物种 没有 任何 分 子 生物 学 研究 的 情况 下 , 对 物种 的 基因 组 进行 DNA 片段 多 态 
性 分 析 , 并 结合 其 它 方法 ,通过 统计 分 析 ,确定 其 在 系统 演化 中 和 分 类 中 的 地 位 。 第 二 ,由 
于 RAPD 技术 的 引物 种 类 很 多 (目前 ,美国 Operon 公司 可 提供 800 种 ; 中 国 科学 院 遗 传 
研究 所 可 提供 500 种 ), 运 用 上 百 种 的 引物 , 可 以 对 整个 基因 组 进行 地 毯 式 多 态 分 析 , 两 个 
基因 组 之 间 的 微小 差异 也 能 被 反映 出 来 。 第 三 ，RAPD 技术 的 引物 大 规模 地 生产 , 大 大 
降低 了 分 子 生物 学 研究 的 成 本 。 

RAPD 技术 一 出 现 ,就 引起 了 广泛 的 注意 , 并 在 许多 领域 得 到 运用 。 Welsh 用 三 
个 引物 对 白鼠 的 8 个 品系 进行 DNA 多 态 性 分 析 , 构建 了 8 个 品系 的 指纹 图 谱 用 于 不 同 
品系 的 鉴别 和 分 析 。 Shuichi 等 8 研究 了 水 稳 11 个 品系 的 RAPD 扩 增 片段 的 多 态 性 ， 
并 得 出 了 11 个 品系 的 相对 遗传 距离 ; Halward 等 四 用 RAPD 技术 研究 了 花生 各 品系 之 
同 在 进化 上 的 关系 ; 鲍 晓 明 等 2 用 RAPD REE TATRA KE BHR. EM 
这 运用 的 同时 ,有 关 RAPD 技术 反应 机 制 的 研究 也 很 多 "au。 这 一 系列 的 运用 研究 表明 ， 
RAPD 技术 这 一 新 兴 的 分 子 生 物 学 方法 在 生物 分 类 和 系统 演化 研究 中 ， 特 别 在 小 的 分 类 
单位 内 是 可 以 广泛 运用 的 。 

2 昆虫 分 类 中 的 一 些 难题 

长 期 以 来 ,研究 昆虫 分 类 都 是 以 外 部 形态 为 依据 ,因为 外 部 形态 比较 直观 ,容易 操作 。 
在 二 期 的 实践 中 ,人 们 逐渐 将 昆虫 的 几 个 部 分 的 形态 作为 分 类 的 标准 ,如 ; 触角 、 口 器 、 翅 
肪 .生殖 副 等 。 这 些 分 类 依据 在 大 的 分 类 单位 内 能 清晰 地 反映 一 个 物种 的 分 类 地 位 ,而 在 
小 的 分 类 单位 ,如 属 、 族 、 种 团 内 , 则 很 难 确定 物种 的 分 类 地 位 ,对 于 种 群 .生态 型 的 研究 更 
是 无 能 为 力 。 寻 找 更 精细 的 分 类 特征 ,如 局 部 刚毛 的 形态 、 分 布 等 , 则 容易 将 一 些 非 遗 传 稳 
定 的 性 状 当做 分 类 特征 ,而 且 随 着 昆虫 生态 学 ,行为 学 等 的 研究 进展 ， 在 同一 形态 种 内 有 
可 能 发 现 多 个 行为 种 、 近 缘 种 。 关 于 这 种 情况 的 报道 很 多 ,如 冈比亚 按 蚊 Anopheles gam- 
biae Giles 复合 体 由 六 个 形态 很 相似 、 但 没有 基因 流动 的 种 组 成 ,它们 之 闻 的 关系 可 以 用 
Ae a RC RAS ROR", 直 翅 目 中 有 些 形 态 种 根据 它们 的 鸣 声 频率 可 以 
分 成 许多 行为 种 , 因为 直 翅 目 昆 虫 拿 鸣 声 频率 来 寻找 配偶 ,因此 造成 生殖 隔离 t， 这 些 问 
题 是 形态 分 类 力 所 不 及 的 。 

现代 遗传 学 表明 ， 物 种 的 遗传 性 状 都 是 由 基因 决定 的 。 基 因 的 变异 不 仅 体现 在 外 部 
形态 的 变异 上 ,还 体现 在 体内 蛋白 质 分 子 结构 的 变化 上 。 而 基因 的 变异 是 由 于 DNA 分 
子 中 在 基 序 列 的 变化 造成 的 。 因 此 ,在 生物 分 类 和 系统 演化 的 研究 中 ,人 们 采用 分 子 生 物 
学 技术 和 生化 技术 , 以 DNA 分 子 或 其 它 大 分 子 为 材料 进行 研究 ， 希 望 从 根本 上 解决 形 
态 分 类 不 能 解决 的 问题 。 

在 昆虫 分 类 和 系统 研究 中 也 是 如 此 ,常用 的 手段 是 同 工 酶 电泳 、 核 型 带 型 分 析 、DNA 
实 交 等 技术 。 这 些 技术 ,对 更 详细 地 研究 昆虫 分 类 ,尤其 是 小 分 类 单元 内 的 系统 研究 起 了 
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很 大 的 作用 ,对 形态 分 类 起 了 很 大 的 补充 。 但 是 可 以 发 现 ,大 量 的 昆虫 分 子 生物 学 研究 集 
th DANA HME eR. PRM ERASER, Ayek EKAR 
虫 ,而 这 些 昆虫 只 占 昆虫 纲 相 当 小 的 一 部 分 。 分 析 其 中 原因 ,除了 这 些 昆虫 和 人 类 关系 较 
为 密切 外 ,还 可 以 发 现 :第 一 ,由 于 昆虫 的 种 类 繁多 , 现 有 的 大 量 的 分 类 工作 还 是 在 野外 采 
集 的 基础 上 进行 的 。 在 野外 对 标本 的 保存 只 能 是 较 简单 的 毒 杀 或 漫 制 ， 这 些 方法 保存 的 
标本 ,只 能 用 于 形态 分 类 ,而 不 能 采用 已 有 的 分 子 生 物 学 技术 进行 分 析 , 所 以 ,现在 分 子 技 
术 和 生化 技术 的 对 象 大 都 集中 于 容易 采集 的 大 型 昆虫 或 人 工 饲 养 的 卫生 昆虫 .经 济 昆虫 ， 
其 它 领 域 一 直 只 是 一 些 零星 的 工作 。 第 二 ,对 昆虫 分 类 的 研究 由 来 以 久 , 已 经 采集 了 大 量 
的 标本 、 命 名 了 大 量 的 模式 种 。 用 分 子 生物 学 技术 研究 昆虫 分 类 和 系统 演化 ,不 能 对 这 些 
标本 和 模式 种 视而不见 ,因为 这 些 模式 种 构成 了 昆虫 系统 分 类 的 基础 和 框架 ;但 是 现 有 的 
分 子 和 后 物 学 技术 对 这 些 几 十 年 前 力 至 几 百 年 前 的 标本 却 无 能 为 力 。 如 果 重 新 采集 地 模 标 
本 进行 分 子 生物 学 分 析 , 无 论 是 工作 量 ,还 是 研究 费用 都 是 相当 惊人 ， 也 是 无 法 承受 的 。 
3 RAPD 应 用 于 昆虫 分 类 的 前 早 

面 对 昆虫 分 类 的 难题 ,一 种 简捷 ,快速 .成 本 低 的 方法 肯定 是 受 欢迎 的 。 RAPD 技术 
正 符合 这 种 要 求 ,所 以 它 很 快 被 昆虫 分 类 学 家 运用 到 实际 工作 中 。 

Black IV 等 32 首 先 将 RAPD 技术 用 于 四 种 蚜虫 的 鉴别 比较 。 他 们 采用 了 四 种 10 
个 碱 基 的 随机 引物 对 四 种 蚜虫 进行 了 RAPD 反应 ,检测 它们 扩 增 产物 的 多 态 性 , 结果 表 
明 ， 根 据 电 泳 图 谱 能 明确 地 区 别 四 个 种 。 Black IV 等 还 检测 了 种 内 不 同 生物 型 之 间 以 
及 同一 生物 型 内 不 同 个 体 扩 增 产物 的 多 态 性 、 种 群 内 不 同 个 体 之 闻 扩 增产 物 的 多 态 性 , 另 
外 ,他 们 还 用 RAPD 技术 检测 和 鉴定 了 蚜虫 体内 的 两 种 寄生 蜂 。 对 于 RAPD 技术 的 重 
复 性 、 可 靠 性 以 及 在 实际 工作 中 的 一 些 优 点 和 局 限 ，Black IV 等 也 作 了 很 有 价值 的 讨 
Wo Kambhampiti 等 aa 将 RAPD 技术 用 于 鉴定 和 区 别 蚊子 的 种 和 种 群 , 这 些 工作 都 证 
明 RAPD 技术 在 昆虫 分 类 中 有 广泛 的 运用 价值 。 

分 析 Black IV 等 人 的 工作 并 结合 PCR 技术 的 特点 ， 我 们 能 发 现在 昆虫 分 类 和 系 
统 演 化 的 研究 中 运用 RAPD 技术 有 以 下 几 个 优点 : 

第 一 ，RAPD 技术 是 一 种 对 材料 要 求 低 、 操作 简便 、 成 本 相对 较 低 的 分 子 生物 学 方 
法 。 人 们 在 采集 昆虫 的 时 候 , 可 以 用 简单 常用 的 方法 将 标本 固定 下 来 ,在 做 形态 分 类 的 同 
时 分 析 标本 之 间 的 DNA 分 子 多 态 的 关系 ， 从 而 为 形态 分 类 的 结论 提供 有 力 的 旁证 , 或 
得 出 形态 分 类 不 能 得 出 的 结论 。 另 外 ，RAPD 技术 能 利用 前 人 采集 的 标本 进行 DNA 分 
子 多 态 分 析 aa, 这 样 可 以 极 大 的 扩 蝴 昆虫 分 类 和 系统 演化 的 分 子 生 物 学 研究 范围 ;有 助 于 
建立 正确 和 完善 的 分 类 体系 、 推 测 正确 的 系统 演化 树 。 

第 二 ，RAPD 技术 所 需 材 料 的 量 很 少 ,便于 对 大 量 的 小 型 昆虫 进行 研究 。 在 昆虫 纲 
中 ,昆虫 的 体型 变化 很 大 ,大 到 几 十 厘米 小 到 不 足 一 毫米 。 大 型 的 昆虫 ， 无 论 是 做 分 类 还 
是 做 其 它 分 子 生 物 学 技术 分 析 都 比较 便利 。 而 很 小 的 昆虫 , 则 都 不 容易 。 但 对 于 RAPD 
枝 术 , 几 个 细胞 的 DNA 量 就 绰绰有余 。 Black IV 在 他 的 文章 中 着 重 介 绍 了 RAPD H 
术 的 这 个 优点 ,同时 他 对 蚜虫 体内 寄生 蜂 的 检测 和 鉴定 很 好 地 证 明了 这 一 点 。 

第 三 ,使 用 大 量 的 RAPD 引物 ,将 使 DNA 分 子 多 态 性 分 析 非 常 灵 敏 。 由 于 RAPD 
技术 可 以 对 整个 基因 组 作 地 毯 式 的 多 态 分 析 , 所 以 其 灵敏 程度 可 以 与 DNA 序列 分 析 和 
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DNA 指纹 娘 美 ,可 分 析 的 领域 扩展 到 种 内 不 同 种 群 .不 同 生 物 型 .不 同 品系 、 不同 家 系 之 
间 的 关系 ,同时 ，RAPD 技术 还 可 以 和 其 它 DNA 分 子 技术 结合 ,进行 其 它 方法 的 检测 。 
这 样 ,就 大 大 扩展 了 分 子 生物 学 技术 的 应 用 范围 ,将 对 形态 分 类 和 系统 推测 产生 很 大 的 促 
进 作用 。 

第 四 ,采用 RAPD 技术 对 不 同 种 群 、 不 同 生 物 型 、 不 同 品系 的 个 体 进行 广泛 的 多 态 
分 析 以 后 ,通过 统计 分 析 , 从 大 量 的 引物 中 找 岂 关键 的 引物 ， 从 不 同 的 电泳 谱 带 中 找 出 关 
键 的 谱 带 ,可 以 建立 一 套 检索 系统 。 对 于 一 个 不 知道 分 类 地 位 的 标本 ,可 以 用 关键 的 引物 
进行 PCR 反应 ,根据 得 到 的 电泳 图 谱 再 进行 统计 分 析 , 就 可 以 基本 准确 的 计算 出 这 个 标 
本 的 分 类 地 位 《主要 在 较 小 的 分 类 单位 内 )。 当然 ， 希 望 得 出 的 结果 和 统计 方法 是 有 密 
切 的 关系 的 ， 比 如 ， 检 查 一 个 标本 的 种 间 地 位 和 种 内 地 位 所 用 的 统计 方法 是 不 一 样 的 。 
Black IV 等 在 研究 按 蚊 两 个 亚 种 间 11 个 不 同 品 系 间 的 RAPD 扩 增 产物 电泳 图 谱 以 后 ， 
建立 了 一 个 数据 库 , 然 后 用 四 种 统计 方法 计算 一 些 标本 的 分 类 地 位 ,得 出 的 结果 很 令 人 满 
意 , 运 用 判别 分 析 ,种 间 计 算 正 确 率 达 100%, 亚 种 闻 计 算 正 确 率 达 82%, 用 相似 性 指数 
分 析 , 可 以 判断 到 种 群 水 平 鳃 。 由 此 可 见 ，RAPD 技术 不 仅 可 以 快速 的 检测 DNA 的 多 
态 性 ， 还 能 够 通过 统计 分 析 建 立 一 套 灵 敏 准 确 的 检索 系统 。 这 个 特点 尤其 适合 于 种 类 繁 
多 的 昆虫 的 研究 。 


综 上 所 述 可 以 看 出 ，RAPD 技术 在 昆虫 分 类 和 系统 演化 的 研究 中 有 着 广泛 的 应 用 前 
景 ,而 且 它 的 前 景 随 着 技术 和 统计 方法 的 完善 将 变 得 更 加 广阔 。 
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THE PECULIARITY OF RAPD AND ITS APPLICATION 
TO INSECT TAXONOMY 


Lu Liane Gur Hone 
(Department of Biology, Nanjing Normal University Nanjing 210024) 


Abstract Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), which has been deve- 
loping since 1990, is a molecular approach to reveal DNA polymorphism. It is be- 
lieved that this approach is valuable in studies involving genetics, molecular evolu- 
tion, taxonomy et al. because of its advantages, such as simplicity, sensitivity, cheap- 
ness and, the most important, lower requirement of materials. 

In the field of insect taxonomy, the molecular approaches which are valuable 
in other fields can not be used widely due to polymorphism of insects. The ob- 
stacle to the progress of insect taxonomy should better be overcome by molecular 
approaches which relate to DNA. Now, RAPD is considered to be an effective key. 
In this paper, the peculiarity of RAPD and its superiority in insect taxonomy are 
discussed. 
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